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Que la presente Tesis Doctoral titulada " MECANISMOS DE 
CONTROL DE ESTRÉS OXIDATIVO EN Escherichia coli:  
DESARROLLO DE ENSAYOS CITÓMICOS BACTERIANOS 
BASADOS EN CEPAS MODIFICADAS GENÉTICAMENTE", 
























en  su  laboratorio de Genética Microbiana del  añorado  Instituto de 
Investigaciones Citológicas, era una jovencita de apenas 21 años, con 
mucha  ilusión  y  pocos  conocimientos.  El  Dr.  Blanco,  de  forma 

















































Nada te turbe, nada te espante, todo se pasa, Dios no se muda. La 
paciencia todo lo alcanza,  quien a Dios tiene nada le falta, sólo Dios basta. 











































































































depende  del  O2  para  obtener  grandes  cantidades  de  energía 
metabólica  a  partir  de  la  oxidación  de  biomoléculas.  El  consumo 
mayoritario de O2 se dirige a  la fosforilación oxidativa, aunque otras 
reacciones minoritarias de hidroxilación y oxigenación utilizan O2 para 





electrones  individuales  para  generar  formas  moleculares  muy 
inestables y altamente reactivas, conocidas como especies reactivas 








radicales  libres  y moléculas  reactivas  que  contienen  nitrógeno,  las 
especies  reactivas  de  nitrógeno  (RNS,  Reactive  Nitrogen  Species). 
Debido a que contienen también oxígeno y su generación está ligada 
a  la de  las ROS,  frecuentemente  se  consideran  como ROS  (Hermes 
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a  procesos  oxidativos,  como  la  cadena mitocondrial  de  transporte 
electrónico,  NADPH  oxidasa,  Xantina  oxidasa  y  diversas 





fosforilación  oxidativa.  En  las  células  procariotas,  este mecanismo 
tiene lugar en la membrana plasmática.  
Este proceso, dirigido a  la producción de ATP, da  lugar a H2O como 
producto  final,  pero  esta  reducción  completa  no  se  consigue 
directamente,  sino  que  se  produce  una  secuencia  de  reducciones 
univalentes que generan ROS  (Figura 1).  
 
Figura  1.    Esquema  de  la  secuencia  de  reducción  del  oxígeno 
molecular. 
En  esta  serie  de  reducciones  parciales  se  producen  directa  o 
indirectamente anión superóxido (O2•‐), peróxido de hidrógeno (H2O2) 
y radical hidroxilo (OH•), especies que, en determinadas condiciones 









  La  interacción de diversos ROS  con derivados del nitrógeno 
puede generar otras especies reactivas. El óxido nítrico (NO), un gas 
que  se  sintetiza  en muchos  tipos  de  células  a  partir  de  L‐arginina 
mediante distintas isoformas del enzima NO sintetasa, es un reductor 
débil,  reacciona  con  O2  para  formar  NO2,  pero  reacciona  muy 
rápidamente  con  el  O2•‐  para  producir  peroxinitrito  (ONOO‐),  un 
poderoso  oxidante  que  puede  causar  depleción  de  grupos  tiol, 
fragmentación del ADN y nitración de proteínas. 
  Para prevenir  los efectos  lesivos de  la producción  in vivo de 
ROS  y  radicales  libres,  la  evolución  ha  dotado  a  los  organismos 
superiores  de  sistemas  antioxidantes  complejos  y  eficaces  que 






H2O2.  A  continuación,  los  enzimas  catalasa  y  glutatión  (GSH) 







Figura  2.  Esquema  de  los  principales  sistemas  antioxidantes 
enzimáticos.  
  Entre  los  antioxidantes  no  enzimáticos  se  encuentra  un 




transición  (Fe++  o  Cu++).  Hay  que  destacar  que  muchos  de  los 
antioxidantes son moléculas procedentes de  la dieta, como Vitaminas 









ROS  y  las  defensas  antioxidantes,  produciendo  un  daño  oxidativo  
(Halliwell 2004). El estrés oxidativo puede  resultar de dos procesos 
distintos, pero no excluyentes. Por una parte,  la disminución de  los 










producido  por  ROS,  está  asociado  a  reacciones  en  cadena  de  los 
radicales  libres  con  todo  tipo  de  moléculas  celulares,  como 
carbohidratos, lípidos, proteínas y ADN. Este daño se asocia a muchas 
patologías importantes, que incluyen pero no se limitan a la isquemia, 
aterosclerosis,  procesos  inflamatorios,  enfermedades 
neurodegenerativas,  enfermedades  cardiovasculares,  hipertensión, 
diabetes y enfermedades de  la mucosa  intestinal (Battacharyya et al 
2014; Li et al 2014; Henchcliffe et al  2008; Barnham et al 2004) 
  A  la vista de  la complejidad de  los mecanismos bioquímicos 
mencionados  y  de  la  relevancia  del  daño  oxidativo  en  la  patología 
humana,  es  evidente  el  interés  que  reviste  el  estudio  del  estrés 















selección  frente  a  esta  atmósfera  cambiante.  El  O2  desarrolla  la 
fotosíntesis, capacitando a los organismos que la producen a sintetizar 
compuestos orgánicos a partir de inorgánicos, aumenta el rendimiento 
energético  de  los  nutrientes  mediante  la  fosforilación  oxidativa, 
surgen nuevas  transformaciones metabólicas capaces de detoxificar 
compuestos nocivos para las células, incluso aparece la posibilidad de 
generar  calor  y  luz.  El  oxígeno  aumenta  la  tasa  de  mutación, 
acelerándose el proceso evolutivo, aunque se permite la supervivencia 
tanto  de  los  organismos  capaces  de manejar  el  oxígeno  como  de 




anaerobios  no  han  desarrollado  estos mecanismos  defensivos  y  su 
evolución  queda  limitada  a microorganismos  que  viven  en    nichos 
anerobios. 
  La  toxicidad  del  O2  se  puso  de  manifiesto  cuando  
microorganismos  anaerobios  sometidos a una atmósfera con oxígeno 
o  microrganismos  aerobios  en  condiciones  de  hiperoxia  eran 
incapaces de crecer, incluso morían. El descubrimiento de actividades 
enzimáticas capaces de eliminar especies derivadas del oxígeno, junto 




subproductos  del  metabolismo  aerobio  normal  y  que  si  no  eran 
eliminadas  podrían  ser  tóxicas  para  las  células.  De  aquí  surge  la 






compuestos  nocivos  la  célula  dispone  de  un  sistema  de  defensa 
antioxidante,  formado por enzimas y pequeñas moléculas, capaz de 
prevenir  su  formación  y  de  eliminarlos,  evitando  así  los  efectos 
adversos que se podrían producir. En este contexto, el estrés oxidativo 
se  genera  cuando  la  formación  de  ROS  supera  a  la  capacidad  del 
sistema  de  defensa  antioxidante  celular  para  eliminarlas.  El  estrés 
oxidativo no sólo se genera de forma endógena, sino también se puede 
generar  exógenamente  cuando  la  célula  se  somete  a  estímulos 















La  reducción  univalente  del  oxígeno  genera  especies  reactivas 
intermediarias,  son  las  llamadas  ROS.  Las  principales  ROS  que  se 
pueden encontrar en los organismos aerobios son el anión superóxido 
(O2·‐),  el  peróxido  de  hidrógeno  (H2O2)  y  el  radical  hidroxilo  (HO.). 
Únicamente se consideran radicales libres el superóxido y el hidroxilo, 
ya que  junto  con  el oxígeno  son  las únicas  especies que  tienen un 
electrón  desapareado;  de  hecho,  el  oxígeno  se  considera  como  un 
diradical, ya que tiene dos electrones desapareados, aunque dada su 
baja eficacia como aceptor de electrones univalente no se considera 
igual  de  reactivo  que  sus  especies  intermediarias.  El  peróxido  de 
hidrógeno a pesar de no tener electrones desapareados, se considera 
especie  reactiva  porque  es  capaz  de  reaccionar  con  moléculas 
orgánicas,  incluso puede generar, a  través de diferentes  reacciones 
químicas, radicales  libres. En cualquier caso, todas estas ROS  tienen 






carga  eléctrica  negativa,  la  reactividad  del  peróxido  de  hidrógeno 
disminuye debido a  la estabilidad de  su enlace oxígeno‐oxígeno.  La 
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importancia  del  H2O2  deriva  de  su  capacidad  para  generar  el 
intermediario más reactivo, el radical hidroxilo, que reacciona incluso 
















el  cual  se  descompone  en  nitrato  (NO3)  como  producto  principal, 
aunque también puede dar lugar a la formación del ión hidroxilo y el 
radical dióxido de nitrógeno (NO2.). 
El NO puede  reaccionar con  tioles, siendo el glutation  (GSH) el más 
importante,  dando  lugar  a  nitrosotioles  como  el  nitrosoglutation 
(GSNO). Estos compuestos pueden dan  lugar a  la  liberación de NO+, 
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Otros  transportadores  como  las  flavinas,  quinonas  y  los  centros 
metálicos permiten  la  reducción univalente del oxígeno con  relativa 
facilidad.  Las  flavinas  que  se  encuentran  en  forma  libre  pueden 
participar en la formación de estos intermediarios reactivos; por otro 
lado,  las  flavinas,  quinonas  y  grupos metálicos  que  constituyen  el 
grupo prostético de algunas proteínas también tienen capacidad para 
ceder electrones al O2 de forma univalente. 
La  cadena  respiratoria,  donde  los  principales  gupos  prostéticos 
implicados en el  flujo electrónico son  las  flavinas, quinonas, centros 
hemo  y  complejos  hierro‐azufre,  podría  ser  una  de  las  principales 
fuentes  endógenas  de  H2O2.  Las  flavinas  son  grupos  que  aceptan 
átomos de hidrógeno de diferentes sustratos reductores y  los ceden 
electrones, a través de complejos hierro‐azufre, a las quinonas que se 







la  cadena  respiratoria  al  oxidarse  las  deshidrogenasas,  la  NADH 
deshidrogenasa II, la FDR y las flavinas libres (Messner et al 2002). Sin 
embargo,  los  niveles  de  ROS  generados  intracelularmente  son 
inferiores a  los que  se han detectado  in vitro. Por  tanto,  la  cadena 
respiratoria parece no ser la principal fuente endógena de H2O2 en E. 













y  DNA;  en  cambio,  el  que  forma  parte  de  las metaloproteínas  no 





Fe+3,  es  decir,  que  el  hierro  catalizaría  la  cesión  desde  un  sustrato 
reductor al H2O2. El superóxido, sin embargo, parece tener un papel 
importante en la consecución del radical hidroxilo, ya que es capaz de 
interaccionar  con  los  centros hierro‐azufre de proteínas      como  las 
deshidratasas y de enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), 




celulares  como  proteínas,  lípidos  y ADN.  Por  un  lado,  se  producen 





Los  radicales  libres  interaccionan  con  las  proteínas  en  diferentes 
partes de la estructura de éstas. Las modificaciones que producen se 
pueden  clasificar  en  dos  grandes  grupos,  según  la  parte  de  su 
estructura   que es afectada: los radicales libres actúan sobre la la parte 
proteica  interaccionando  con  los  aminoácidos  que  constituyen  la 
estructura primaria induciendo cambios en su estructura secundaria y 
terciaria   y la interacción se puede producir también   a nivel del grupo 










los enlaces proteína‐proteína y  la nitración de  la Tyr y el  triptófano 
(Trp);  estos  cambios  generalmente producen  la  pérdida de  función 
permanenete  de  las  proteínas  dañadas  que  se  degradan 
posteriormente o se acumulan en el citoplasma. Por otro lado, algunas 
oxidaciones  tienen  carácter  reversible,  como  la  oxidación  o  la 
nitrosación   de los grupos tiol, y tienen un papel en la regulación redox 
celular (Ghezzi et al 2003) 
Las modificaciones más  importantes  desde  el  punto  de  vista  de  la 




sulfínico  (P‐SO2H)  o  cisteico  (P‐SO3H),  provocando  la  pérdida  de 
función de la proteína. Por otro lado, se producen oxidaciones de tioles 
reversibles,  como  la  formación  de  nitrosotioles  (P‐SNO),  ácidos 








se  regenera  el  superóxido,  siendo  necesaria  la  intervención  de  la 






formación  o  reducción  de  disulfuros,  incluyendo  disulfuros mixtos 
(entre  proteínas  y  tioles  libres)  con  tioles  de  bajo  peso molecular, 
concretamente  el  glutation  (GSH)  o  la  Cys.  La  formación  de  estos 
disulfuros mixtos se puede producir por la oxidación del grupo sulfidril 
mediada por un oxidante o por un intercambio disulfuro‐tiol, además 
también  a  través  de  la  reacción  con  el  óxido  nítrico,  incluyendo  la 
formación del nitrosoglutation (GSNO), y de los radicales tiol. Debido 
a que el ambiente celular está altamente reducido, la mayoría de las 
proteínas  citoplásmicas  son  ricas  en  grupos  tiol  libres,  que  son 
reguladas a través de la oxidación/reducción de estos grupos. Un gran 
número  de  estas  proteínas  están  implicadas  en  la  transducción  de 
señal o en la regulación de la expresión génica, enzimas y proteínas del 
citoesqueleto. La reducción de los enlaces disulfuro, regenerando así 





































Las  lesiones generadas por  radicales  libres  sobre el ADN  se pueden 




Las  modificaciones  en  las  bases  producidas  por  ROS  pueden  ser 
mutagénica,  si  hay  un  apareamiento  incorrecto  de  las  bases  o 
citotóxicas si se produce un bloqueo en la replicación. 
Una de  las más comunes es  la timina glicol producida a través de  la 
oxidación de la timina dando lugar a la 5,6‐dihidroxi‐5,6‐dihidrotimina. 






La  oxidación  de  la  citosina  también  da  lugar  a  la  5,6‐dihidroxi‐5,6‐





la  guanina,  aumentando  así  la  capacidad  mutagénica  de  esta 
modificación. 
Las  purinas  pueden  sufrir  reacciones  de  oxidación  que  generan 
diferentes productos. Por un lado, la oxidación de la guanina da lugar 
a  la  8‐oxo‐7,8‐dihidroguanina  (8‐hidroxiguanina,  8oxoG),  un 






Por  otro  lado,  el  NO  en  presencia  de  O2  es  capaz  de  producir  la 
deaminación  de  purinas  y  pirimidinas,  a  través  de  la  nitrosación 
provocada por N2O3 (producto de la reacción del NO con el O2). Estas 

































especies  actúan  como  segundos  mensajeros  desencadenado 
diferentes  respuestas  celulares.  Sólo  cuando  alcanzan  una 
concentración suficiente para dañar a la célula se inducen una serie de 
respuestas altamente reguladas, cuya finalidad es la eliminación de las 



















oxyR  son  hipersensibles  al  H2O2  y  mutantes  que  expresan 
constitutivamente altos niveles de OxyR son resistentes a la acción de 










oxida  a  ácido  sulfénico  y  forma una unión disulfuro  con  la  cisteína 
Cys208 (Zheng et al 1998). Como resultado la forma reducida y oxidada 
de la proteína tienen estructuras diferentes (Choi et al 2001). La forma 
oxidada  se une a  la RNA polimerasa para  regular positivamente  los 
promotores del regulon OxyR, mientras que la forma reducida de OxyR 
regula negativamente otros genes. 
La  inactivación  del  factor  transcripcional  OxyR  se  produce  por  la 
reducción  de  los  puentes  disulfuro  a  través  del  sistema 
glutarredoxina/glutation/glutation  reductasa.  Este  sistema  forma 
parte de un complejo  sistema de actividades enzimáticas acopladas 
con  diferentes  reductores  celulares,  el  sistema  tiorredoxina  y  el 
sistema glutarredoxina, cuya actividad es la recuperación de los grupos 




El  estudio  del  perfil  transcripcional  basado  en  tecnología  por 
microarrays  detecta  la  inducción  de  140  ARN  mensajeros  tras  la 
inducción con peróxido de hidrógeno. La inducción de estos genes está 
mediada no sólo por OxyR sino también por el sitema SoxRS, además 
de  otras  vías  reguladoras  redox  todavía  desconocidas  (Zheng  et  al 
2001).  Los  genes  que  regula  OxyR mejor  conocidos  codifican  para 
diferentes  proteínas  implicadas  en  la  defensa  antioxidante  celular. 




ARN  regulador),    dps  (codifica  para  una  proteína  de  unión  al  ADN 
inespecífica), gorA (glutation reductasa), grxA (glutarredoxina1), trxC 











Entre  los  genes  regulados  positivamente  por OxyR  se  encuentra  la 
hidroperoxidasa I (katG) y  la alquil hidroperóxido reductasa (ahpCF), 
estas enzimas confieren resistencia al peróxido de hidrógeno exógeno 
y  mantienen  los  niveles  adecuados  de  H2O2  endógenos.  La 
concentración de H2O2 se mantiene en 0,2 µM.   Se ha descrito que 
AhpCF es más eficiente que  la catalasa en  la detoxificación de H2O2 
pero  su  actividad  se  satura  a  niveles  relativamente  bajos  de  H2O2 









represora, activando  los genes que este  regulón controla.   En E.coli  
OxyR   oxidada  induce  los niveles de  la peroxidasa NADH AhpCF,  la 
catalasa (katG), una mini ferritina Dps, esta proteína  se sintetiza para 
secuestrar el Fe no  incorporado,  (Chiancone et al 2010  , Grant et al 
1998),  la  actividad  de  esta  ferritina Dps    junto  con  la  acción  de  la 
proteína YaaA reduce las lesiones que se producen en el DNA ( Liu et 
al 2011). YaaA una proteína que disminuye los niveles celulares de Fe 
con una     función no definida actualmente pero que   se postula que 
podría  interferir  en  las  diferentes  vías  del  metabolismo  del    Fe, 
inhibiendo el transporte del Fe al interior de la célula,  incrementando 
el eflujo del Fe, protegiendo las enzimas suceptibles de ser inactivadas 









incrementan  los  niveles  de  H2O2,  indicando  que  H2O2  inactiva  la 
proteína y  la  inducción de fur por OxyR compensaría su  inactivación 
por oxidantes. 
OxyR  también  activa  los  genes  grxA,  trxC,  gorA  (glutaredoxina, 
tioredoxina  y  glutatión  reductasa  respectivamente),  dsbC 
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(oxidorreductasa  de  ácido  sulfénico),  sufABCDE  (ensamblaje  de  los 
centros  Fe‐S), hemH  (ferroquelatasa), mntH  (transportador de Mn).  
OxyR regula negativamente su propia expresión y de  los genes  fhuF 
(reductasa  del  ión  férrico),  flu  (proteína  de  la membrana  externa), 
uxuAB  (manonato  hidrolasa),  gntP  (gluconato  permeasa).  OxyR  es 






















































El mecanismo  de  acción  de  este  regulón  se  produce  en  dos  pasos 
(Figura 4).  SoxR es la proteína sensora, que tras su oxidación en sus 
centros  [2Fe‐2S]  induce  la  transcripción  de  un  único  gen,  soxS.  La 
proteína  reguladora  es  SoxS,  un  factor  transcripcional.  SoxR  es 








































de  la  porina  ompF,  dos  flavodoxinas  (fldA  y  fldB)  y  su  reductasa, 
ferredoxina  (flavodoxina)‐NADPH oxidorreductasa  (fpr), que pueden 
facilitar el restablecimiento de  los equivalentes redox,  la fumarasa C 







Además  de  la  inducción  de  estos  genes,  parece  ser  que  hay  otros 





(Weiss  et  al  1991).  Las  proteínas  codificadas  por  estos  genes 
constituyen un sistema  regulador, en 2 etapas en el que cuando SoxR 








oxidada  es  capaz  de  inducir  la  expresión  de  SoxS  hasta  100  veces. 
(Hidalgo et al 1995). Estudios cristalográficos sugieren que el espacio 
del promotor del gen  soxS se modifica por la proteína SoxR  oxidada 




reductasa capaz de  revertir el efecto de  la oxidación de  la proteína 
SoxR, sistema rsxABCDGE (reductasa de soxR). 
En el  trabajo de Koo et al 2003 describen que  los productos de  los 
genes  rsx  y  rse  se  encargarían  de  reducir  SoxR.  Dentro  de  las 
condiciones  de  crecimiento  aeróbico  enzimas  específicas 
dependientes de NADPH mantendrían a SoxR en  su  forma  reducida 
inactiva  (Figura  4),  se  ha  demostrado  recientemente  que  la 
transcripción en SoxS está unida a los niveles de NADPH (Siedler et al 










El  hierro  a  pesar  de  jugar  un  papel  muy  importante  en  muchos 
procesos  biológicos  es  un  elemento  potencialmente  tóxico  en 
determinadas  condiciones.  La dependencia de este metal ha hecho 
que  las  células hayan desarrollado  sistemas de quelación de hierro 
externo, a través de la secreción de sideróforos, así como sistemas de 
transporte  de  los  complejos  hierro‐sideróforo,  y  sistemas    de 
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almacenamiento  intracelular en  forma de asociación  con proteínas, 
como es el caso de la ferritina. 
El  transporte  y  almacenamiento  de  hierro  dependen  de  la 
disponibilidad de hierro en el medio extracelular y está fuertemente 
regulado.  Esta  regulación  está  mediada  por  la  proteína    Fur 
acomplejada  con hierro en estado  ferroso Fe2+  (Hantke et al 2001). 
Alrededor  de  100  genes  son  regulados  por  este  sistema,  donde  al 
menos 60  codifican para proteínas  relacionadas  con  la biosíntesis y 
transporte  de  sideróforos,  otros  18  genes  codifican  para  proteínas 
citoplasmáticas  relacionadas  con  el  metabolismo  celular,  con  la 
manipulación del hierro y con sistemas de respuesta frente al estrés 
oxidativo. 
Fur está bajo el  control de SoxRS y OxyR. Tanto OxyR, en  su  forma 



















parte  de  la  población  para mantener  el  resto  de  la  población  en 
condiciones  de  deficiencia de nutrientes,  típico de  entrada  en  fase 
estacionaria (Nyström 2004). 
rpoS  induce  la  síntesis  de  la  catalasa  HPII,  aunque  también  se  ha 
detectado la inducción de HPI. Otras proteínas de respuesta frente a 







Fnr  es  un  factor  transcripcional  con  un  centro  [Fe‐S]  sensible  al 
oxígeno, que regula la expresión de genes implicados en la respiración 
anaerobia y en el metabolismo del carbono. 
Fnr  reprime  la  expresión  de  la  flavohemoproteína  HmpA,  pero  la 
reacción del NO con el Fe de su centro metálico provoca la inactivación 
del  factor  transcripcional,  perdiendo  su  actividad  represora  y,  por 
tanto,  induciendo  la  síntesis  de  la  flavohemoproteína,  una  de  las 
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principales  defensas  frente  al  estrés  nitrosativo  (Cruz‐Ramos  et  al 
2002). 
NorR  es  un  factor  transcripcional  de  respuesta  al NO.  Presenta  un 
hierro no hémico, cuya nitrosilación por NO provoca la activación del 
factor trasncripcional,  induciéndose la síntesis de dos funciones muy 
importantes para  la detoxificación del NO,  la  flavorubredoxina  y  su 


















del  regulón  rpoS.  Por  tanto,  HPI  se  expresa  esencialmente  en 
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respuesta  al  estrés  oxidativo  inducido  por H2O2, mientras  que HPII 
supone  una  defensa  antioxidante  expresada  únicamente  en  fase 
estacionaria. Ambas enzimas funcionan con concentraciones elevadas 
de  peróxido  de  hidrógeno,  a  diferencia  de  la  alquil  hidroperóxido 






AhpC  es  un  homodímero  no  hémico  con  actividad  peroxidasa, 






regeneración de  la  forma  reducida de AhpC, con  la colaboración de 
NAD(P)H. Este sistema de detoxificación de peróxidos también forma 
















La  reacción  que  catalizan  estas  proteínas  es  la  dismutación  del 
superóxido  
O2·‐  + O2·‐  + 2H+  ↔ H2O2 + O2 
Estas  enzimas  están  presentes  en  todas  las  células  aerobias  y 
mantienen el  superóxido en un nivel  estable de 10 ‐10 M. 
La diferencia entre las tres proteínas radica en su localización celular y 
en  su  regulación,  lo  que  conlleva  diferencias  en  cuanto  a  la 
procedencia  del  superóxido  que  van  a  detoxificar,  así  como  el 
momento en que se va a requerir su actuación. 







regulación,  como  ArcA‐ArcB  y  Fnr  que  regulan  su  expresión  en 
anaerobiosis,  o  MarA  que  controla  la  transcripción  dentro  de  un 
sistema de resistencia a fármacos. SoxRS induce positivamente sodA a 
través de la unión del factor transcripcional SoxS al promotor de sodA 
tras  la activación de SoxR. Por otro  lado,  la proteína  reguladora del 
hierro intracelular Fur reprime la transcripción de sodA cuando está en 
su forma activa formando un complejo con el Fe2+.  
La  FeSOD  (sodB)  tiene  localización  citosólica. El   único  regulón que 
controla  sodB    es  Fur,  donde  su  forma  activa  (Fur‐Fe2+)  activa  la 
transcripción de sodB,  a través de un mecanismo deconocido donde 
un ARN no codificante (RhyB) actuaría como mediador. 
Una  segundo  grupo de  enzimas que permanece  en  estudio  son  las 
enzimas  superóxido  reductasa,  éstas  proteínas  tienen  Fe  (1  o  2 




2.5.6.3.  Los  sistemas  tiorredoxina/tiorredoxina  reductasa  y  
glutarredoxina/glutation/ glutation reductasa 





puentes  disulfuro  proteicos  a  costa  de  quedar  en  estado  oxidado, 
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punto en el que  interviene  la Trx  reductasa utilizando NADPH para 
regenerar el centro activo de la Trx. E. coli tiene dos tiorredoxinas, la 
Trx 1 (trxA) y la tiorredoxina 2 (trxC). Trx2 se expresa a niveles 10 veces 
inferior a  los de  la Trx1, y está regulada por OxyR como parte de  la 
respuesta antioxidante celular  frente al H2O2. Por otro  lado, Txr1 se 
induce en  fase estacionaria a  través de un modo  independiente de 
rpoS.  Un  ejemplo  de  la  importancia  de  estas  funciones  es  la 
observación de que mutantes en ambas tiorredoxinas presentan una 
mayor  resistencia  al  H2O2,  probablemente  por  la  activación 
constitutiva del factor OxyR. 
 
Figura 6. Ciclo catalítico del sistema tiorredoxina  
(Trx/Trx reductasa) 
E.  coli  posee  el  sistema  glutarredoxina  (Grx)/glutation  (GSH)/GSH 
reductasa  (GR). En  la Figura 7  se muestra el  ciclo  catalítico de este 










oxidativo.  Este  sistema  Grx1/GR  junto  con  el  GSH  es  capaz  de 
regenerar los puentes disulfuro que provocan la activación del factor 
transcripcional OxyR; por  tanto,  su  inducción  implica un  sistema de 








Figura 7. Ciclo catalítico del sistema glutarredoxina 
(Grx/ GSH / GSH reductasa) 








en  condiciones  de  deprivación  nutricional.  Esta  proteína  tiene  tres 






En  el  estudio  llevado  a  cabo  por  Spiro  2006  sobre  los  diferentes 
regulones  implicados  en  la  defensa  frente  al  estrés  nitrosativo  se 
concluyó que al someter a las células a estrés se produce una reacción 
con  el  represor  FNR,  este  represor  regula  la  expresión  de  genes 
importantes  en  la  defensa  frente  al  estrés  nitrosativo  como  la 
flavohemoproteína hmpA. FNR   es el  represor de hmpA,  cuando  se 
produce  una  nitrosación  en  la  proteína  FNR    esta  se  inactiva  y  se 
expresa la flavohemoproteína. Esta proteína  tiene  dos dominios. Uno 
de  los dominios es un módulo globina con un grupo hemo B, el otro 
tiene una  claro homología  con  la  familia de  las  ferredoxina‐NADP+‐
reductasas  con  capacidad  de  unir  FAD  y  NAD(P)H.  Esta  proteína 
produce  la  detoxificación  del  NO  tanto  en  aerobiosis  como  en 
anaerobiosis,  dando  lugar    a  la  formación  de  NO3‐  y  a  N2O, 
respectivamente,  a  costa  de  la  oxidación  del NAD(P)H  (  Frey  et  al 
2002). 
Otra  actividad  capaz  de  reducir  el  NO  es  la  que  posee  el  sistema 
























Fe‐S.  Estos  centros  Fe‐S  se  encuentran  en  proteínas  de  eucariotas 












Este  sistema está compuesto por  los genes  sufABCDE  siendo  sufA y 
sufB homólogos a iscA e iscB respectivamente. El operón es reprimido  
por el factor de transcripción Fur, y es inducido por H2O2.  









  Las  técnicas  todavía  más  usadas  para  el  estudio  de  los 
microorganismos  incluyen  el  cultivo,  los  inmunoensayos,  la 
visualización  por  microscopia  óptica  y  de  fluorescencia  y,  más 
recientemente,  las  técnicas  avanzadas  de  Biología  Molecular  e 
Ingeniería Genética. Estas  técnicas se han utilizado a  lo  largo de  los 
años por su sencillez de uso, tradición, disponibilidad en el laboratorio 
y  bajo  coste,  pero  no  son  útiles  en  absoluto  para  proporcionar 
información bioquímica y, mucho menos, para determinar fenómenos 
de  heterogeneidad  en  los  procesos metabólicos  de  interés.  En  los 
últimos años,  la Citometría de Flujo  (CMF)  se ha convertido en una 






















(Alvarez‐Barrientos  et  al  2000  y  Piretti  et  al  2012)  que  ilustran  los 
grandes  retos  que  tiene  para  la  citometría  el  estudio  de  los 
microorganismos. 
Las  aplicaciones  más  importantes  de  la  citometría  dentro  de  la 
microbiología se pueden resumir en diferentes campos: 
 Detección  directa  de  parásitos,  hongos  y  virus  así  como  su 
cuantificación (Clarke et al 1998). 
 Diagnostico serológico, capaz de determinar en suero anticuerpos 
frente  a  microorganismos,  pudiéndose  detectar  por  la 
característica multiparamétrica varios microorganismos al mismo 
tiempo. 
 Susceptibilidad  frente  a  antibióticos,  antifúngicos  o  antivirales. 
Utilizando sondas fluorescentes que determinan la integridad de 
la membrana se puede medir la susceptibilidad o resistencia frente 








la  expresión  de  receptores  de  las  células  eucariotas  tras  una 
infección microbiana (Kawai et al 2011).  





La  citometría  de  flujo  se  sirve  de  los  fluorocromos  o  anticuerpos 
conjugados  para  determinar  aspectos    celulares  del  organismo 
procariota. 
Los fluorocromos pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo 




fisiológicos  (pH, potencial de membrana,  radicales  libres) y aquellos 
cuya  fluorescencia  depende  de  la  actividad  enzimática  (sustratos 





parámetros  de  fluorescencia  proteínas, DNA  ha  permitido  detectar 





CMF,  de  esta  manera  se  puede  detectar  niveles  de  proteínas, 










agua mineral.  El  estudio  de  la  determinación  de  la  viabilidad  por 
citometría de flujo se llevó a cabo usando una técnica de tinción dual 
capaz de distinguir bacteria viable de bacterias muertas. El método en 
placa es un método ampliamente utilizado pero  sólo  informa de  la 
viabilidad  y  de  la  capacidad  de  crecer,  el método  de  absorbancia 
informa de la densidad del cultivo. Estos autores ensayaron un método 
de doble tinción de ácidos nucleicos – SYBR Green I y PI; con la doble 
tinción  pudieron  distinguir  células  viables,  células  con  membrana 
plasmática  dañada  y  células  con  la  membrana  plasmática 
comprometida. 
Los  resultados  obtenidos  con  las  técnicas  convencionales  no 
correlacionaban  con  los  datos  obtenidos  por  CMF.  La  técnica 
citométrica mostró  que  había  células  viables  a  densidades  ópticas 
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bajas  y  que  no  se  detectaban  por  la  técnica  del  contaje  en  placa. 
Además permitía  la detección  rápida de  células que estaban en un 
estadio  de  viable  pero  no  cultivable,  que  no  era  detectable  por 
métodos convencionales. 
Se ha diseñado una estrategia para identificación y caracterización de 
una  proteína  asociada  a  a  formación  de  biofilm,  esta  bacteria  es 
Acinetobacter  baumannii,  un  patógeno  oportunista  que  coloniza 
ambientes hospitalarios (Lochfelm et al  2008). 










de  neumonia  en  pacientes  inmunodeprimidos.  Barbosa  et  al  2010 









tradicionales.  Page  et  al  2005  desarrolla  ensayos  para  identificar 
distintas  especies  de  Candida  usando  un  método  de  hibridación 
directa. La susceptibilidad a antifúngicos también se ha llevado a cabo 
por  CMF  utilizando  la  sonda  fluorescente  fun‐1  que  aumenta  su 
fluorescencia  en  levaduras  activas  metabólicamente  (Millard  et  al 
1997), Mitchell et al 2005 describen la obtención de la concentración 








La  detección  por  CMF  de  parásitos  tiene  un  gran  desarrollo  en  el 






ésta  técnica  consume  tiempo,  es  difícil  y  requiere  alto  grado  de 
entrenamiento,  la  citometría  de  flujo  es  una  herramienta  más 







Plasmodium  vivax  se  ha  publicado  un  método  para  su  detección 
(Roobsoon  et  al  2014)  diferente  ya  que  este  parásito  infecta  a 
reticulocitos     que  contienen altos niveles de ácidos nucleicos, este 
grupo  ha  desarrollado  un  anticuerpo  frente  a  la  proteína  BIP  del 
retículo endoplásmico del parásito.  
3.1.4 Virus 










mediante  primers  específicos,  los  productos  se  capturan  en 
micropartículas y  se analizan por CMF.  Los autores muestran en  su 
trabajo que  la citometría  tiene  la misma capacidad que  las  técnicas 






















de  las  ventajas  de  la  citometría  en  la  monitorización  de  estos 
bioprocesos llevados a cabo por bacterias o levaduras, indicando que 
la  técnica  tendrá un mayor desarrollo con  software de análisis más 
sofisticados que permitan  la detección rápida de  los cambios que se 







importantes  en  los  diferentes  procesos  industriales  que  utilizan 






bioreactor  y  teniendo  una  bacteria  fluorescente  (GFP)  se  puede  




Diaz et al 2010,   actualmente  la citometría de  flujo en  los procesos 
alimentarios se considera una herramienta de control de calidad para 
análisis  de  alimentos  y  bebidas.  La  rápida  detección  de  posibles 
problemas  de  presencia  de  contaminaciones  producidas  por  el 
crecimiento  bacteriano  indeseable  en  los  procesos  de  producción  













Las  bacterias  lácticas  se  utilizan  en  la  industria  alimentaria  en  la 
producción de queso, yogurt, probióticos. La citometria de flujo es una 
técnica  de  elección  para  la  evaluación  del  estado  fisiológico  de  las 




Por  otro  lado,  la  fabricación  de  productos  lácteos  requiere  de 
controles de calidad en todo el proceso de producción  la citometría 
está presente en cada una de estas etapas (Ruszczynska et al 2007). La 





la  mayoría  de  aplicaciones  se  centran  en  el  control  del  proceso 
fermentativo y análisis del control de calidad. En todos estos procesos, 
el tamaño de  la  levadura se evalúa por  los parámetros morfológicos 
del  citómetro  –  forward  scatter  vs  side  scatter‐  mientras  los 
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contenidos  de  ADN,  lípidos,  proteína,  contenido  de  glucógeno  se 
evalúa con sondas  fluorescentes (Muro et al 2006). La monitorización 
del  estado  fisiológico  con  el  ciclo  celular  es  importante  cuando  se 
comienza el ciclo fermentativo así como estudios de la vitalidad de la 










que  su utilización  en  el  campo de  la  citometría de  flujo  tenga que 
adaptarse  para  optimizar  su  detección.  Una  bacteria  tiene  una 
constitución diferente a una célula eucariota,  muchos de  los géneros 
bacterianos     poseen una pared externa, bacterias Gram(‐),   que  las 
hace  impermeables a  la  tinción con sondas  fluorescentes y a su vez 
presentan bombas de extrusión de compuestos que poco  tiene que 
ver con una membrana plasmática eucariota. En esta Tesis se resolverá 






En  las  bacterias  Gram(‐)  (Figura  8)  la  pared  bacteriana  excluye  la 
mayoría de moléculas lipofílicas o hidrofóbicas, estas incluyen drogas 
como la tetraciclina o sondas como las cianinas útiles para determinar 
el  potencial  de membrana  plasmático  por  citometría  de  flujo.  Este 
problema se ha intentado solventar utilizando compuestos capaces de 
permeabilizar  la  pared  con  EDTA.  Fisiológicamente  no  se  puede 
asegurar que éstas bacterias permeabilizadas se comporten de  igual 
manera  que  las  células  intactas,  para  estudios  en  los  que  la  célula 
procariota no necesite estar en condiciones viables se puede utilizar 
este  tipo de metodología pero no se puede usar cuando se quieren 
observar  cambios  fisiológicos  en  células  viables.  Un  problema 
adyacente  al  estudio  de  los  microorganismos  es  que  su  tamaño 
dificulta discriminar el ruido del citómetro de la célula procariota, para 
resolver  el  problema  la  tinción  con  sondas  fluorescentes  ayuda  a 
discriminar  la  célula del debris.  Los estados  fisiológicos por  los que 
puede pasar un   cultivo bacteriano     producen una diferencia en su 















Figura  8.  Composición  de  las membranas  de  células  bacterianas. 






Como  se  ha  comentado  previamente,  el  análisis  de  la  actividad 
oxidativa es un aspecto especialmente difícil, por la complejidad de los 
procesos bioquímicos  implicados y por  la  limitada vida media de  las 
diferentes ROS  y RNS que participan en  los mismos. En  los últimos 
años,  este  problema  se  ha  abordado  satisfactoriamente  gracias  al 
desarrollo  de  nuevos  reactivos  fluorogénicos,  capaces  de 
transformarse en sondas fluorescentes tras un proceso, más o menos 
específico, de oxidación por ROS o RNS.  
En  la actualidad,  la   determinación del estrés oxidativo en células se 
realiza  mediante  ensayos  basados  en  pruebas  fluorescentes. 
Técnicamente,  se  basan  en  la  adición  de  un  compuesto  no 
fluorescente (sustrato fluorogénico), el cual es rápidamente oxidado 





Dihidrorodamina  123  (DHR‐123):  Es  una molécula  fluorogénica  que 
difunde  pasivamente  a  través  de  las membranas  por  su  naturaleza 
lipofílica y  su carga positiva. En el  interior de  la célula, es oxidada a 
rodamina 123. La molécula en su forma fluorescente se excita con una 
longitud de onda de 480nm y emite a una longitud de onda de 530nm. 




vez  dentro  de  la  célula  es  diacetilado  por  esterasas  celulares  a 
diclofluoresceína (DCFH) no fluorescente, la cual a su vez, es atrapada 





















óxido  nítrico  (NO)  a  bajas  concentraciones.  Es  un  compuesto  no 




DAF‐FM por esterasas  celulares.  La  fluorescencia  se mide mediante 
longitudes  de  onda  de  excitación  y  emisión  de  485nm  y  515nm 
respectivamente. 
Las sondas fluorescentes descritas se pueden utilizar en experimentos 
a  tiempo  final,  incubando  las  sondas  con  las  células durante  15‐30 




tiempo.  Se  puede  de  esta  forma  observar  cambios  rápidos  que  se 











































































































































DCFH‐DA  488  520  Detección ROS‐peróxidos 













FITC  488  525  Contenido proteínas 
HgOr 
  488  575  Glutatión 
PI 

































































y  células  no  revertientes  triptófano‐  (trp‐)  (células  de  relleno).  Las 
cepas a ensayar fueron IC5282 y 5204, la cepa de relleno fue IC2880.  













3000  rpm  durante  10 minutos,  se  descartó  el  sobrenadante,  y  se 
añadió  1mL  de  etanol  al  70%,  esta  suspensión  permebilizada  se 
mantiene a  ‐20ºC 1 hora. Se centrifugó a 3000 rpm y se resuspendió  
en 1 mL de PBS. 






Este  antibiótico  forma  poros  en  la  membrana  bacteriana, 
produciéndose un efecto sobre el potencial de membrana plasmática. 
Las  suspensiones  control  y  tratadas  se  incubaron  con  15  µg/mL 

































concentraciones  de  Tert‐  butilhidroperóxido  [0‐10‐25  mM]; 
plumbagina  [0‐20‐30‐40‐60  µg/mL];  menadiona  [0‐50‐100‐200‐400 
µg/mL]; paraquat [0‐100‐200‐400 µg/mL] 
Los  cultivos  tratados  con  los  pro‐oxidantes  se  centrifugaron  y  se 
resuspendieron en PBS estéril. Se diluyó la muestra 1:10 en PBS estéril. 

















segundos  (nivel  basal),  se  detiene  la  adquisición  y  se  le  añade  los 
compuestos oxidantes (H2O2) y se adquiere la muestra 5 minutos. Por 





de  flujo  EPICS‐XL‐MCL  (Beckmann  Coulter)  con  un  laser    azul  488 











Los  ensayos  de  estrés  oxidativo  se  realizaron  en  un  citómetro 
Beckmann  Coulter  FC500.  Este  citómetro  tiene  dos  láseres,  azul 
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488nm  y  rojo  633nm,  está  equipado  con  2  detectores  para  la 
morfología celular: dispersión frontal FSC, tamaño celular; dispersión 
lateral SSC granularidad/complejidad celular, y cinco detectores para 
fluorescencia:  FL1  525nm;  FL2  575nm;  FL3  610nm;  FL4  675;  FL5 
755nm. Las condiciones experimentales son las mismas que que para 































Se  aplica  el  protocolo  del  Kit  Cleaved  caspase  3(Asp‐175) Antibody 
(Alexa 488) de Cell Signalling Technology a células control y tratadas. 
Experimentos de  rango de dosis de  los  compuestos derivados del 
tideglusib   
Para  cada  compuesto,  un  rango  de  dosis  se  ensayó  para  poder 
cuantificar  su  citotoxicidad  y  poder  definir  un  rango  de 
concentraciones apropiado en los experimentos en los que se medía 
los niveles de ROS. 
El  rango  de  dosis  se  llevó  hasta  el  límite  de  solubilidad  de  cada 
compuesto,  se  calculó  con  la  ayuda  del  programa  Phototox 





IC50  se  señalaba  como  mayor  que  esa  concentración.  El  control 
positivo  en  el  ensayo  de  citotoxicidad  fue  el  isopropil  alcohol,  el 















concentración  IC50  determinada  previamente  en  los  ensayos  de 
citotoxicidad. 
Para  la  detección  y  cuantificación  de  los  biomarcadores  de  estrés 
oxidativo,  las  suspensiones de E.coli  se  teñían con  los  fluorocromos 
DHDCF‐DA,  para  determinar  la  actividad  peroxidativa  y  HE  para 
determinar el nivel intracelular del anión superóxido. 
Los análisis citométricos se realizaron en un citómetro Cytomics FC500 





































DESARROLLO  DE  ENSAYOS  FUNCIONALES  POR  CITOMETRÍA  DE 
FLUJO. 




de mutagénesis  (OECD  guideline  for  testing of  chemicals,  test  471: 
Bacterial  reverse  mutation  test).  Esta  cepa  presenta  una 
permeabilidad  incrementada frente a compuestos xenobióticos que, 
en muchos casos presentan estructuras químicas similares a las de las 





citometria  de  flujo  si  previamente  confirmamos  su  permeabilidad 
conveniente a moléculas fluorescentes de relevancia. 
  En  la  primera  parte  de  este  trabajo  hemos  evaluado  la 
aplicabilidad  de  la  cepa mediante  el  uso  de  tinciones  con  sondas 
fluorescentes  para  la  detección  de  componentes  generales 
intracelulares  (proteínas  y  lípidos)  y  para  la  medida  de  aspectos 
funcionales, como la viabilidad, el potencial de membrana plasmática 










12.  Para  estimar  la  posible  asociación    entre  el  incremento  en 




membrana  plasmática  (Williams  et  al  1999),  o  Nile  Red  (NR),  un 






se  debe  a  la  interacción  de  la  sonda  con  los  lípidos  polares  de 
membrana  (Santilli et al 1989) y  los niveles  intracelulares de ácidos 
polihidroxialcanoico  son    detectados  (Spiekermann  et  al  1999).  La 
fluorescencia verde del NR debida  a la unión de la sonda con los lípidos 







Ya que  la  integridad de  la membrana tiene una función crucial en  la 
permeabilidad a sondas fluorescentes, se comparó los niveles basales 
de  fluorescencia    de  ambas  cepas  teñidas  con  dos  fluorocromos 












debido a una despolarización de  la membrana de E.coli B,   ya que  la 
estructura  de  la membrana  plasmática  no  está modificada  en  esta 
cepa. Si el potencial de membrana es similar en ambas cepas ambas 




altos  niveles  de  fluorescencia  en  ambas  cepas,  confirmando  la 
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hipótesis  de  que  la modificación  en  la membrana  externa  y  no  la 
diferencia  en  el  potencial  de membrana  es  la  responsable  de  una 
mayor entrada del fluorocromo DiBAC  en E.coli B. La tinción con PI fue 
similar  en  ambas  cepas,  encontrándos  un  bajo  numero  de  células 
positivas para PI en condiciones basales Figura 9 I,J, confirmando que 
E.coli B en condiciones basales no presenta cambios en la integridad 
de  su  membrana  plasmática.  Cuando  se  somete  a  los  cultivos 
















Despues de  la caracterización   del comportamiento de  la  tinción de 






distribución morfológica  similar en ambas cepas,  relacionada con  la 
asimetría de la bacteria que atraviesa el láser por su forma de bacilo 
(Hewitt  et  al  2001).  Los  niveles  de  autofluorescencia  verde  son 







Figura  10  Caracteristicas  citométricas  de  morfología  y 
autofluorescencia  de  E.coli  K‐12(AB1157)  y  E.coli  B  (IC188).  A,B 
Histográmas  biparamétricos  de  FSC  vs  SSC  de  AB1157  e  IC188 
respectivamente. Las  flechas  indican  la presencia de agregados y  la 
zona acotada por el rectángulo representa la selección de la población 




citométricas  de  la  tinción    fluorescente  de  ambas  cepas.  E.coli  B 
presenta un pequeño  incremento en  la distribución fluorescente del 





fijados,  siendo  esta  fluorescencia  similar  en  E.coli  B  y  E.coli  K‐12  
indicando un contenido en proteínas totales similar en ambas cepas 
(Figura 11B). 
En  la  tinción  con  NR,  en  concordancia  con  los  resultados  de  la 








La  integridad  de  la membrana  fue  evaluada  con  PI  en  condiciones 





Para  cuantificar  los  efectos  sobre  el  potencial  de  membrana 
plasmática, ambas cepas  se tiñeron con DiBAC en condiciones basales 
(Figura 11E) y tras 30 minutos de tratamiento con gramicidina S (Figura 
11F).  En  estas  condiciones  el  antibiótico  no  inducía muerte  celular 
(datos no mostrados). La citometría de flujo confirmó el  incremento 
intrínseco de la fluorescencia de DiBAC observada por microscopía de 
fluorescencia  en  E.coli  B  con  respecto  a  E.coli  K‐12,  después  del 






nivel  basal  en  la  fluorescencia  de DiBAC  a  lo  largo  del  tiempo  fue 
similar en ambas. Por lo tanto, dado que  la sensibilidad a gramicidina  
S es comparable en ambas cepas, se deduce que  la modificación en la 
composición    de  la membrana  externa,  y  no  una  diferencia  en  el 








Metodología.  Los  histogramas  en  gris  representan  a  E.coli  K12,  en 
blanco E.coli B. Los paneles muestran histogramas representativos de 
FITC  en  condiciones  basales  (A),  o  tras  fijación  con  etanol  (B); 
fluorescencia  verde  (C)  o  fluorescencia  roja  del  rojo  nilo  (D)  en 
condiciones basales; fluorescencia de DiBAC   en condiciones basales 
(E)  y    los  cultivos  tratados  con  gramicidina  S  (F);  muerte  celular 






en  E.coli  K‐12  y  E.coli  B.  Los  cultivos  bacterianos  se  trataron  con 














































1.4.  Análisis  por  citometría  de  flujo  de  la  tinción  con  sondas 





oxidantes H2O2,  como  generador  de  peróxido;  y  plumbagina  como 
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cepas.  Estos  resultados  sugieren  que  en  E.coli  B  hay  una  mejor 






















aplicación  de  la  citometría  de  flujo  a  estudios  fisiológicos  y 
toxicológicos de sistemas bacterianos basados en cepas de E.coli con 
modificaciones  en  genes  específicos  relacionados  con  el  estrés 
oxidativo  (Urios et al 1998; Martínez et al 2000; Blanco et al 1998).  
Este sistema no  implica protocolos de permeabilización que puedan 
afectar  artefactualmente  a  la  bioquímica  intracelular  o  reducir  la 
aplicabilidad  de  los  ensayos  funcionales  dentro  de  las  condiciones 
experimentales  (por  ejemplo  el  análisis  de  fenómenos  rápidos  o 
transitorios). 
E.coli B es una cepa ampliamente utilizada en estudios toxicológicos y 
está  especificamente  recomendada  en  estudios  de  test  de 
mutagenicidad   (test de   “bacterial reverse mutation “  incluido en  la 
Organization  for  Economic  Cooperation  and  Development  [OECD] 
Guideline  for Testing of Chemicals). Su alta permeabilidad a  toxinas 




de  E.coli  con  diferente  permeabilidad  en  su  membrana  muestran 
diferente  comportamiento  con  la  serie de  fluorocromos ensayados. 






















DETECTAR  ESTRÉS  OXIDATIVO  POR  CITOMETRÍA  DE  FLUJO  
MEDIANTE EL USO DE CEPAS BACTERIANAS DEFICIENTES EN GENES 
DE LA DEFENSA ANTIOXIDANTE 




cuando  se  expone  la  bacteria  a  compuestos  pro‐oxidantes, OxyR  y 
SoxRS que, a su vez, controlan varios genes de la defensa antioxidante.  
Tras haber demostrado la aplicabilidad de la cepa E.coli B para estudios 
de  citometría  de  flujo  basados  en  fluorescencia,  nos  planteamos 
diseñar  un  modelo  experimental  bacteriano  para  el  estudio 
experimental del estrés oxidativo. Para ello hemos estudiado el efecto 
que  la  introducción de mutaciones en  los genes oxyR,  sodA,  sodB y 
gshA tiene sobre la generación de radicales libres cuando las bacterias 
se someten a diferentes pro‐oxidantes. Esta serie de experimentos se 
llevó a  cabo por  citometría de  flujo utilizando  sondas  fluorescentes 
específicas para diferentes especies reactivas de oxígeno (ROS). 
2.1 Estudio de mutantes en el Regulón OxyR. 
Como  se muestra  en  el  apartado  de  Introducción  de  esta  Tesis,  el 
regulón OxyR  controla  la  respuesta  frente  a  los  peróxidos  y  regula 











oxyR  presentaba  una mayor  inhibición  del  crecimiento    cuando  se 





  H2O2  Menadiona  Cumene 
hidroperóxido 
IC188  uvrA oxyR+  17  21  9 
IC203  uvrA ΔoxyR  31  30  34 
 
En  la  Figura  15A  se  presentan  los  resultados  de  la    producción 
intracelular de peróxidos por la exposición de la cepa salvaje (IC188) y 
mutante en el gen oxyR  (IC203) a  la acción de H2O2. Los  resultados 
muestran un incremento en los niveles de peróxidos detectados con la 
sonda  fluorescente  DHDCF‐DA.  Este  fluorocromo  no  emite 
fluorescencia en estado  reducido cuando  se excita  con el  láser azul 
(488nm), si el fluorocromo se oxida por la acción de un incremento de 




mutante  oxyR  (IC203)  produce  una  mayor  cantidad  de  péroxidos 
cuando se trata con H2O2 comparado con la cepa salvaje (IC188). 
En la Figura 15B se observa la producción de peróxidos utilizando otro 








cultivos  bacterianos  se  tratraron  con  tert‐butilhidroperóxido.  Los 
































y  oxyR‐  (IC203)  tratadas  con  H2O2.  
Los cultivos fueron tratados  con H2O2 y teñidos con HE como se indica 






















en  los  niveles  basales  de  GSH  indica  una  menor  concentración 
intracelular  de  GSH.  Los  cultivos  tratados  con  H2O2  presentan  una 
disminución  en los niveles de GSH tanto en la cepa IC188 como en la 
cepa IC203. 





















OH..  Para  detectar  el  OH.  por  CMF  se  utiliza  el  fluorocromo 







NO3Cu;    H2O2+NO3Cu.  Al  producirse  la  reacción  de  Fenton  (H2O2+ 
NO3Cu) se oxida la DHR123, dando lugar a RH123. Como se observa en 
la  Figura  18  la  presencia  de  NO3Cu  también  produce  un  ligero 
incremento  en  la  fluorescencia  de  RH123,  indicando  que  el metal 















condiciones: H2O2,  50 mM  de H2O2  durante  30 minutos; NO3Cu  40 
µg/mL  durante  5 minutos: H2O2+NO3Cu,  pre‐tratamiento  con H250 
mM de H2O2 durante 30 minutos y posterior incubación con 40 µg/mL 
de    NO3Cu    durante  5  minutos  para  generar  el  radical    OH.,  se 
detectaron  los niveles de ROS con DHR123.  Se muestra un ejemplo de 
























media muy  corta  ya  que  en  el  protocolo  de  incubación  de  varios 
minutos con la sonda fluorescente, el radical OH. ya ha interaccionado 
con  sus  dianas  moleculares  y  esto  dificulta  su  detección.    Para 





Los  cultivos,  como  se  explica  en  Metodología,  se  tiñen  con  el 
fluorocromo específico, DHR123, durante 15 minutos. En el protocolo  
citométrico  se  selecciona    los parámetros  FL1  (RH123)  y  tiempo. El 
protocolo  citométrico  tendrá un histograma de morfología FSlog vs 
SSlog  y  otro  histograma  en  el  que  se  enfrentan  en  el  eje  de  las 
ordenadas  la  fluorescencia  de  RH123,  y  en  el  eje  de  las  abcisas  el 




aparecen  eventos  es  la  zona  en  la  que  añadimos  los  compuestos 
prooxidantes.  Como  puede  observarse,  la  cepa  mutante  IC203 
presenta un nivel mayor de fluorescencia tras el tratamiento con H2O2 
que  la  cepa  salvaje  IC188,  en  las  condiciones  generadoras  de  OH, 
cuando adicionamos H2O2+NO3Cu++, el incremento en la fluorescencia 
de la RH123 es mayor en la cepa IC203 que en la cepa salvaje IC188. Se 
observa en    la cepa mutante     el mayor nivel de  fluorescencia en  la 
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Los ensayos  citométricos  realizados  con  la  cepa mutante en el  gen 
oxyR  indican que este mutante tiene niveles elevados de H2O2   y O2.‐
cuando  se  trata  con  generadores  de  peróxidos  (H2O2, 
butilhidroperóxido), este aumento en peróxidos viene asociado a una 
disminución en los niveles de GSH tanto a nivel basal como inducido 
por prooxidantes,   por  lo que  se propone esta  cepa  como un buen 








los  niveles  de O2.‐  y  regula  positivamente  genes  como  superóxido 
dismutasa  dependiente  de manganeso  (Mn‐SOD),  codificada  por  el 
gen sodA. 
Los  estudios  citométricos  llevados  a  cabo  consisten  en  la 
determinación de los niveles del anión superóxido en la cepa salvaje 







En estos ensayos se     sometieron a  la cepa salvaje  IC188 y al doble 
mutante  sodA‐sodB‐  a  diferentes  coompuestos  generadores  de 
superóxido como la plumbagina, el paraquat y la menadiona. 
En la Figura 20 se muestra la fluorescencia producida por la oxidación 
de  HE  cuando  se  somete  a  ambas  cepas  a  la  acción  de  estos 
compuestos generadores de O2.‐. Como se muestra en la Figura 20 A la 
cepa mutante  presenta  un  nivel mayor  de O2.‐  que  la  cepa  salvaje 
cuando se expone a la acción de menadiona. Se puede observar que 
los  niveles basales del  O2.‐ son ligeramente más altos en la cepa doble 


























superóxido  se  detectaron  con  la  sonda  flourescente  HE  B)  Nivel 
intracelular de glutatión en cepas oxyR+ (IC188), sodA‐ sodB – (IC5232) 
tratadas con menadiona, los niveles de glutatión se detectaron con la 























Figura  21.  Nivel  intracelular  de  superóxido  en  cepas  wild‐type 
(IC188), sodA‐ sodB – (IC5232) tratadas con paraquat. La cepa salvaje  























a  los  niveles  intracelulares  de  glutatión  de  las  diferentes  cepas 
implicadas  en  este  estudio  se  ha  completado  con  el  estudio  por 
citometría de  flujo de  los niveles de ROS presentes en un mutante 
deficiente  en  la  L‐glutamato  cistein  ligasa,  gshA,  controlando  la 
reacción que produce  la  ɣ  ‐glutamilcisteina a partir de  glutamato  y 
cisteína. 
La glutamato cistein ligasa interviene   en la formación de glutatión, en 


























































2.4  Aplicación  del  modelo  de  biosensores  bacterianos  para  la 
caracterización de agentes antioxidantes. 
La melatonina (N‐acetil‐5‐metoxitriptamina)  es la hormona segregada 




en el  tratamiento del  “jet‐lag” y del  insomnio, existen estudios  con 
ratas en los que se describe una protección frente al daño oxidativo, 
protegiendo  a  los  animales  de  los  efectos  tóxicos  del  carcinógeno 
safrole (Tan et al  1994). En la revisión hecha por Rodriguez et al (2004) 
se describen diferentes trabajos en los que se demuestra un aumento 
en  la  expresión  de  los  genes  que  regulan  la  enzima  superóxido 






se  describe  en  la metodología    se  incuba  el  cultivo  bacteriano  en 
presencia o ausencia de   melatonina durante 15 a 60 minutos y  los 
cultivos  se  someten a un  tratamiento con H2O2 determinándose  los 
niveles de O2.‐ con la sonda fluorescente HE. Como se puede observar, 
los efectos de la inhibición de la producción del O2.‐ son ya evidentes a 
los  15 minutos  de  pretratamiento  con melatonina,  pero  son  más 
importantes  a los 30‐60 minutos de cultivos pretratados.  



































2.5  Aplicación  del  modelo  de  biosensores  bacterianos  para  la 
detección de especies reactivas de nitrógeno. 




los niveles de NO  en  la  cepa  salvaje,  IC188,  tratada  con diferentes 
dadores de NO, de vida media corta, [espermina/NO], y de vida media 












sonda  fluorescente  DAF‐FM,  esta  sonda  se  usa  para  detectar  y 
cuantificar bajas concentraciones de NO, es una sonda no fluorescente 




























En  la  Figura  25  se  muestra  un  ensayo  de  la  interferencia  en  la 
producción de superóxido cuando se trató  la cepa salvaje IC188 y la 
mutante  IC203  con  plumbagina  y  espermina  /NO.  Se  observa  una 
disminución en ambas cepas en la producción de superóxido generado 
por  el  tratamiento  con  plumbagina  (compuesto  “redox‐cycling”) 
cuando  se  incubaba  con  el  doble  tratamiento  de 
plumbagina+espermina/NO. El superóxido que produce la plumbagina 




Figura 25 Nivel  intracelular de superóxido de  IC188  (gris) y  la cepa 
oxyR‐ IC203 (negro)  tras la exposición a generadores de superóxido, 

















NO,  se  adquiere  durante  unos  segundos  y  se  añade  el  dador 




fluorescencia  en  la  sonda  que  detecta    NO  mostrando  que    la 




IC188  inducido  con Espermina/NO y plumbagina A.Inducción de  la 


























Figura 27.      Inducción de ONOO.  en cepas salvaje  IC188 y mutante 
oxyR‐  IC203 tras inducción con SIN‐1 (dador de O2. y NO.). Las cepas 
salvaje  IC188  (gris)  y mutante  en  oxyR  IC203  (negro)  se  incubaron 
durante 20 minutos en presencia de SIN‐1, compuesto generador de 












deficiente  en  superóxido  dismutasa    sodA‐sodB‐  se  ha  podido 
comprobar la producción de la especie reactiva O2.‐ con la sonda HE, y 
por último se puede detectar y medir la producción del OH.   utilizando 
un  ensayo  citométrico  en  tiempo  real  con  la  sonda DHR123,  estos 
resultados muestran por primera vez la utilización de la citometría de 
flujo  en  el  estudio  de mutantes  en  diferentes  vías  de  la  respuesta 
antioxidante  de  E.coli  y  abre  una  vía  a  posteriores  estudios  con 
diferentes regulones  implicados  en la respuesta antioxidante. 
En  estos  ensayos  también  se  han  detectado  niveles  de  GSH  por 




detectar  niveles  de  NO  en  diferentes  mutantes  deficientes  en  la 
defensa  frente  a  RNS    y  poder  acceder  al  estudio mecanistico  del 





ESTUDIOS  DE  TOXICIDAD  OXIDATIVA  LIGADA  A  LA  ESTRUCTURA 
QUÍMICA DE LOS COMPUESTOS 
Tras  haber  validado  el  desarrollo  del  modelo  bacteriano  de 
biosensores de estrés oxidativo, nos planteamos  su aplicación a  los 
estudios en los que nuestro laboratorio estaba implicado, bién como 
línea  propia  de  investigación  (toxicidad  de  fármacos  o  compuestos 










la  toxicidad mediada  por  ROS,  denominada  toxicidad  ROS‐TOX,  se 










al modelo  eucariótico  de  estrés  oxidativo  y  para  incluir  una  etapa 





Los  compuestos  fenólicos  son  sustancias  naturales  conocidas  por 
exhibir propiedades antioxidantes (Rice‐Evans et al 1996), sin embargo 
estos  compuestos  pueden  tener  propiedades  adversas  para  el  ser 
humano  incluyendo carcinogénesis y citotoxicidad (Stich et al 1991). 
Los  efectos  adversos  de  los  fenoles    pueden  estar  basadas  en  la 
capacidad de  los compuestos  fenólicos en autooxidarse a quinonas, 
con  la  producción  de  ROS,  como  peróxido  y  superóxido.  Algunos 
compuestos  como    catecol,  hidroquinona  y  catecolaminas  se  han 
caracterizado  como  mutágenos  oxidativos  en  el  ensayo  de 
mutagénesis utilizando la cepa  oxyR‐ IC203 (Martinez et al 2000).  
La  toxicidad  de  los  compuestos  fenólicos  se  produce      por  un 
mecanismo  oxidativo  que  genera  superóxido  en  reacciones  de 
autooxidación  y  puede  dar  lugar  por  dismutación  a  peróxido  de 
hidrógeno.  Se  había mostrado  (Urios  et  al  2003)  que  compuestos 
fenólicos  simples  como  catecol,    ácido  3,4‐dihidroxifenil  acético 
(DOPAC),  hidroquinona  y  ácido  homogentísico  inducen  daño 
mutagénico y efectos citotóxicos a través de un mecanismo oxidativo 
detectable  en  cepas  oxyR‐  (ROS‐TOX  positiva,  Figura  28).  En  cepas 
oxyR+ este daño oxidativo se previene o minimiza, ya que la bacteria 





fenólicos  que  contienen  sustituyentes  metilo  (metilcatecol  y 
metilhidroquinona) capaces de donar electrones produce toxicidad no 
oxidativa  (Figura  28)  con  un marcado  efecto  citotóxico  en  la  cepa 
OxyR+,  revelando  un  mecanismo  de  toxicidad  no  mediado  por 
peróxido de hidrógeno (ROS‐TOX negativa). 
 
Figura  28.  La  rección  de  oxidación  de  los  compuestos  fenólicos  a 
quinonas determina su toxicidad. 
En  la  primera  aplicación  del modelo  bacteriano  de  biosensores  de 
estrés oxidativo, se caracterizaron los mecanismos de toxicidad de una 
serie de derivados  fenólicos  con distintos  sustituyentes metilo  y  se 
evaluó la citoxicidad ROS‐TOX de estos compuestos en las cepas oxyR+ 
y  oxyR‐.  Los  compuestos  estudiados  fueron  catecol  (CAT); 





Como  se  describe  en Metodología,  las medidas de  citotoxicidad  se 
realizaron mediante  el  ensayo  ROS‐TOX  en  placa, mientras  que  la 
medida  de  la  generación  intracelular  de  superóxido  en  las mismas 
condiciones  experimentales  se  llevó  a  cabo  en  paralelo  mediante 
citometría de flujo, utilizando el marcador fluorescente HE. 




de  estos  compuestos  sobre  la  cepa  mutante  oxyR‐  genera  una 
identificación de toxicidad distinta, ordenándose de   mayor a menor 








mutante  se  trataron  con  las  dosis  indicadas  en  la  figura  de  los 
siguientes  compuestos:  CAF  ácido  caféico;  CAT  catecol;  DOPAC 
3,4,dihidroxifenilacético;  HGA  ácido  homogentésico,  HQ 
hidroquinona,  MCAT  4‐metilcatecol,  MHQ  metilhidroquinona.  Este 
ensayo se determinó en placa (ver Metodología). 
En la Tabla 7 se presentan los datos del ensayo por citometría de flujo 
para detectar  la  generación de  superóxido de  los  compuestos CAT, 
MCAT, HQ, MHQ  con  la  sonda  fluorescente HE.  En  este  ensayo  se 


































  3H  7H  3H  7H 
BASAL  0.3  0.8  0.8  2.0 
CAT  0.3  0.9  1.1  4.4 
MCAT  0.9  17.9  14.6  72.8 
HQ  0.3  5.0  9.9  31.8 








confirman  la producción de superóxido de  los compuestos  fenólicos 
ensayados, previamente sugerida por Urios et al  (2003) y demuestran 




inducen  daño  mutagénico  y  efectos  citotóxicos  a  través  de  un 
mecanismo  oxidativo.  Este mecanismo  podría  implicar  a  quinonas 
derivadas de la oxidación de metilcatecol y metilhidroquinona (Moore 
1977). Esta posibilidad es consistente con los altos niveles de oxidación 
de MCAT  y MHQ  cuando  se mide  la  generación  de  la  producción 


















líneas  celulares de origen  animal  y humano.  Entre  estas destaca  la 
línea  SH‐SY5Y.  Esta  línea  de  neuroblastoma  humano,  ampliamente 
usada  en  estudios  de  neurobiología  in  vitro,  presenta  un  interés 
especial  para  nuestros  estudios  de  toxicidad  de  catecoles  y  otros 




humanas  a  nuestra  batería  de  ensayos  con  las  cepas  bacterianas 
mutantes en la defensa antioxidante. De esta forma, podemos evaluar 




Descartes,  Paris)  tras  el  aislamiento  en  dicho  laboratorio  del 
enantiómero  (‐)  de  la  3,4‐hidroximetanfetamina  (HHMA),  un 




MDMA  es  una  sustancia  psicoactiva  selectiva  hacia  las  neuronas 
cerebrales  serotoninérgicas,  en  las  que  inhibe  la  recaptación  de  la 
serotonina  al  unirse  a  los  transportadores  de  serotonina.  MDMA 
también  influencia  los  niveles  de  dopamina  y  noradrenalina  del 
espacio  presinaptico  en  las  neuronas  cerebrales.  Sin  embargo,  los 




sinérgica,  por  lo  que  el  estudio  del metabolismo  de  esta  droga  es 
crucial  para  caracterizar  su modo  de  acción  (Goni‐Allo  et  al  2008; 
Esteban et al 2001; Monkset al 2004, Milhazes et al 2006). 






que  inducen  citotoxicidad mediada  por  ROS.  (Felim  et  al  2007).  El 
conjugado  5‐(N‐acetilcistein)‐N‐metil‐R‐metildopamina  (5‐NAC‐





Para  estudios  de  neurotoxicidad  de  MDMA  y  sus  derivados  es 
imprescindible  considerar  la  estereoquímica  de  MDMA  y  de  sus 
metabolitos, como HHMA, ya que se ha descrito que la acción tóxica 
de  los metabolitos de MDMA depende de su quiralidad (Meyer et al 
2008). MDMA  se  consume  como  un  racemato,  que  es  una mezcla 
equimolar  de  las  formas  R‐(‐)MDMA  y  S‐(‐)MDMA,  pero  ambos 
enantiómeros  muestran  unos  perfiles  farmacológicos  y 
farmacocinéticos diferentes (Anderson et al 1978). La mayoría de los 
agentes  psicomiméticos  tienen  un  centro  quiral,  siendo  el  isómero 
más potente el que presente la configuración R (Anderson et al 1978), 
aunque en el caso de MDMA el enantiómero S muestra propiedades 
psicomiméticas  (Largeron  2012).  Por  otra  parte,  en  estudios  de 
metabolización  in vitro del MDMA se demostró que  la forma que se 
metabolizaba  por  los  citocromos  CYP2C19  y  CYP2D6  era  el 
enantiómero  S‐(‐)HHMA  (23).  En  experimentos  posteriores,  se 
observó, además, una transformación del enantiómero S‐(‐) HHMA en 
el R(‐) HHMA (Meyer et al 2009). 
  La  disponibilidad  del  enantiómero  puro,  sintetizado  por  el 
grupo  de  Largeron  ha  permitido,  por  primera  vez  su  análisis 
toxicológico, ya que en los estudios previos el metabolito intermedio 
HHMA se utilizaba en su  forma  racémica  (±) HHMA. De esta  forma, 
para desarrollar el presente estudio se seleccionó el enantiómero puro 
R‐HHMA  y  se  comparó  con  un  compuesto  mezcla  de  los  dos 
enantiomeros  así  como  con  otras moléculas  relacionadas,  como  9‐
aminoalcohol  (subproducto  de  la  purificación),  3‐metoxi‐4‐
metilanfetamina  (MMA),  3‐metoximetanfetamina  (MMMA)  y 
140 
 
dopamina.  En  la  Figura 30  se muestra  la  estructura química de  los 
compuestos analizados que están relacionados en su estructura y que 
se diferencian en  los  sustituyentes que  cada molécula posee. En  la 
Figura 31 se muestra la diferente activación metabólica que posee el 
compuesto inicial, que se metaboliza de manera diferencial si se trata 




















el  modelo  bacteriano  para  una  caracterización  mecanística  de  la 







Para  todos  los  metabolitos  indicados  se  llevaron  a  cabo  cuatro 
estudios complementarios de toxicidad, consistentes en: 














dopamina,  con  TC50=0.25  mM.  El  intermediario  9‐aminoalcohol,   
sintetizado en la biosíntesis de R‐(‐) HHMA, presenta un valor de TC50 
de 1 mM. Por último, el metabolito MMMA cuya estructura es similar 










Compuesto  PI  OxyR‐  OxyR‐/TIR  OxyR+ 
R(‐)HHMA  0.3  0.8  0.6  ‐(d) 
R(+_)HHMA  0.3  0.75  0.5  ‐ 
Aminoalcohol  1  5  2  ‐ 
(+‐)MMMA  11.3  ‐  ‐  ‐ 

















2  y  1.8  µmol/placa  respectivamente.  El  incremento  en  la  toxicidad 
promovida  por  la  tirosinasa  sugiere  que  en  la  oxidación  de  las 
catecolaminas  a  quinonas  mediante  ciclos  redox  incrementará  la 





TOX),  la  cual es  resistente a  las defensas antioxidantes.  (Urios et al 
2006, Meyer el al 2009). 
  En  la  Tabla  9  se muestra  los  efectos  en  la  generación  de 
superóxido mitocondrial utilizando  la  línea SH‐SY5Y,  los compuestos 
ensayados fueron R‐(‐) HHMA, (±)HHMA, 9‐aminoalcohol  y dopamina. 
No  se  observaron  diferencias  en  la  generación  mitocondrial  de 
superóxido  por  estos  compuestos,  sólo  un  leve  incremento  los 
compuestos  R(+)  HHMA,  HHMA  racémico,  y  9‐aminoalcohol  con 
respecto a los niveles de dopamina y a la máxima dosis ensayada. 
 
Tabla  9. Generación mitocondrial  del  anión    superóxido  en  SH‐







R(+_)HHMA  0.1  8.6 0.5  13.3 
Aminoalcohol  0.25  11.5 0.5  13.3 





En  la  Tabla  10  se muestra  los  valores  de  apoptosis  determinada  a 
través de la detección citométrica de caspasa 3  activada, utilizando un 
anticuerpo  fluorescente  anti‐caspasa  3  procesada.  Los  resultados 
muestran  a  dosis  bajas  un  aumento  en  la  actividad  caspasa  en  los 
derivados R‐(‐) HHMA y (±) HHMA casi 5 veces mayor que el nivel basal, 
mientras que 9‐aminoalcohol y dopamina  incrementan  la apoptosis 





intermedia  para  PI  se  relaciona  habitualmente  con  las  células  en 
apoptosis,  pero  en  ensayo  del  procesado  de  la  caspasa  3  no  se 












R(+_)HHMA  0.1  30  42 1  82  37 
Aminoalcohol  0.5  29  15 1  51  27 
(+‐)MMMA  10  25  18 
DA  0.1  35  16 1  83  22 




una  toxicidad  similar  entre  el  HHMA  racémico  y  su  derivado  R‐
enantiomero. Al  incluir en este  trabajo  los datos de  la  toxicidad en 
placa  con  derivados  oxyR‐  de  E.coli  podemos  determinar  que  la 
toxicidad es oxidativa, con una buena correlación entre los resultados 
en  la  línea humana  y en  la bacteria deficiente en oxyR,  lo que nos 
permite  concluir  que  la  línea  presenta  baja  protección  frente  a 
toxicidad oxidativa y que su muerte estaría mediada por ROS. 
El toxicóforo (parte química reactiva) de MDMA sería el grupo catecol, 
lo  que  le  relaciona  con  otras  catecolaminas  como  la  dopamina.  La 
cadena  lateral  alquilamina    de  los  derivados  de  las  catecolaminas 





Dado que  la  toxicidad del racémico  (±) HHMA y el enantiómero R‐(‐
)HHMA tienen un perfil toxicológico similar, sería necesaria la síntesis 
de su S‐enantiomero para comparar (Martínez et al 2012).  
  El  toxicóforo  catecol  no  está  presente  ni  en MDMA,  ni  en 
MMMA  en  la  que  los  dos  grupos  fenólicos  están  protegidos  por 
sustituyentes metoxilo. Por  lo  tanto, se puede concluir que existiría 
una toxicidad general para el MDMA en  la que el grupo catecol está 
protegido  y  una  toxicidad  que  se  produce  a  consecuencia  de  su 




4.2  Aplicación  del  modelo  de  biosensores  bacterianos  de  estrés 
oxidativo  a  la  detección  de  toxicidad  oxidativa  de  compuestos 
candidatos en el desarrollo de un fármaco antiinflamatorio 
La citometría de flujo ha encontrado un gran campo de aplicación en 
las  fases  tempranas  del  descubrimiento  de  fármacos,  donde  los 
ensayos  basados  en  células  permiten  descubrir  y  optimizar  dianas 
terapéuticas y realizar estudios de cribado para identificar o descartar  
compuestos  candidatos.  En  general,  la mayor parte de  los  ensayos 
celulares  por  citometría  se  dirigen  al  estudio  de  parámetros 
indicadores de proliferación celular, muerte celular o de activación de 
receptores  y  transducción  de  señal.  No  se  ha  descrito  ensayos 
celulares  sistemáticos  de  estrés  oxidativo  en  el  entorno  del 
descubrimiento de fármacos y, sin embargo, la toxicidad oxidativa es 




biosensores  de  estrés  oxidativo  se  pueden  diseñar  ensayos  que 
permiten identificar rápidamente a un compuesto como generador de 




anterior.  Además,  se  pueden  diseñar  ensayos  multiparamétricos 






Recientemente,  la  compañía  farmacéutica  española  Noscira  se 












Recientemente  se  había  propuesto  que  tideglusib  y  compuestos 
derivados podrían  inducir  la  generación de ROS.    (Dominguez  et  al 
2012). Por dicha razón, en una reciente colaboración con la compañía 
farmacéutica  Noscira  se  abordó  el  estudio  de  la  posible  toxicidad 
oxidativa del compuesto parental Tideglusib (NP03112) y otros cuatro 
compuestos  candidatos  derivados  de  la  molécula  parental  fueron 
suministrados de forma codificada por Noscira (NP031111, NP111404, 
NPE110901, NPE100928).  
El  estudio  se  llevó  a  cabo  con  un  perfeccionamiento  de  nuestro 















d)  Ensayo  citómico  de  generación  de  peróxidos  tras  30  min  de 
incubación, utilizando el fluorocromo DCFH DA. 










NP031111,  NP031112  y  NP111404  no  fueron  citotóxicos  hasta  la 
máxima dosis ensayada que permitía su solubilidad (4mM).  
El compuesto NPE110901 no mostró toxicidad hasta la máxima dosis 
ensayada  (19 mM)  en  la  cepa  salvaje  oxyR+  (IC188)  ni  en  la  cepa 
mutante sodA‐ sodB‐ (IC5232), pero si produjo citotoxicidad en la cepa 
la  cepa  mutante  oxyR‐  (IC203),  con  un  valor  de  IC50=4.28  mM. 
NPE100928 mostró una toxicidad similar en la cepa salvaje (IC50= 3.25 
mM) y en la cepa mutante oxyR‐ (IC50= 3.75 mM), pero no se observó 
ningún  efecto  en  el  mutante  IC5232,  hasta  alcanzar  la  máxima 
solubilidad (8mM) del compuesto. 


















2‐propanol  2600208  1760400  2360340 
CHP  7,612,09  4,750,84  8,181,66 
NP031111  >4  >4  >4 
NP031112  >4  >4  >4 
NP111404  >4  >4  >4 
NPE110901  >16  4,281,57  >16 






















NP031111  10  10  10 
NP031112  6  6  6 
NP111404  9  8  10 
NPE110901  9  10  10 
NPE100928  13  11  15 
 
En  la  Tabla  13  se muestra  que  ningún    compuesto  presentaba  un 
incremento en la generación de peróxidos. La detección de peróxidos 
se realizó con la sonda fluorescente DHDCF‐DA. Como se esperaba, el 

















CHP  1,580,04  0,510,27  0,730,06 
NP031111  >4  >4  >4 
NP031112  >4  >4  >4 
NP1111404  >4  >4  >4 
NPE110901  >16  >16  >16 
NPE100928  >8  >8  >8 
 
En  la  Tabla  14  se  presenta  los  datos  de  la  generación  de  O2.‐ 
intracelular.  La  detección  de  superóxido  se  realizó  con  la  sonda 
fluorescente HE. Los compuestos NP031111, NP031112 y NP1111404 
no  indujeron un  incremento en  los niveles de superóxido a  las dosis 
ensayadas. Los compuestos  NPE110901 y NPE100928 incrementaron 
los niveles de superóxido en la cepa mutante oxyR‐ (IC203) y en la cepa 















CHP  1,800,45  1,460,04  2,890,53 
NP031111  >4  >4  >4 
NP031112  >4  >4  >4 
NP1111404  >4  >4  >4 
NPE110901  2,570,88  2,061,6  >16 
NPE100928  2,360,59  2,421,4  >8 
 
Así,  como  se  muestra  en  la  Tabla  15,  el  sistema  bacteriano  de 
biosensores  de  estrés  oxidativo  fue  capaz  de  diferenciar  por  su 
citotoxicidad  y  por  su  toxicidad  ROS‐TOX  todos  los  compuestos  de 
suministrados por Noscira. En la Tabla 16 se muestra la clasificación de 
los compuestos según su toxicidad y su generación de ROS. Nuestros 
resultados muestran  que  solamente  los  compuestos  NPE100928  y 
NPE110901  se  pueden  clasificar  como  pro‐oxidantes,  teniendo  una 
toxicidad asociada  a ROS (ROS‐TOX), siendo  el compuesto NPE100928 
más  potente  como  pro‐oxidante  que  NPE110901.  La  toxicidad  del 







el  ensayo  de  inhibición  de  crecimiento  en  placa  en  placa,  y  los 
compuestos NP031111  y NP111404  fueron  los más  tóxicos  en  este 
ensayo. En el ensayo en placa la incubación con los compuestos es de 
24 horas, mientras que en los ensayos citométricos la incubación fue 


















































































B presenta una mayor permeabilidad a  los  fluorocromos que  la 
cepa de E.coli K‐12, de esta manera se pueden realizar estudios de 
la fisiología bacteriana en bacterias vivas no permeabilizadas. 
2. El estudio por citometría de  flujo de mutantes en  las diferentes 
vías de la defensa antioxidante, OxyR y SoxRS, permite diseñar un 
modelo de biosensores bacterianos para detectar  los niveles de 





como  al  estudio  de  la  citotoxicidad  y  generación  de  especies 
reactivas  en  MDMA  y  su  derivado  R‐(‐)HHMA,  pudiendo 
diferenciarse con nuestro sistema bacteriano la toxicidad oxidativa 
y la no oxidativa. 
4. Se ha  caracterizado por  el modelo desarrollado de biosensores 
bacterianos  la  toxicidad  oxidativa  de  una  serie  de  compuestos 
candidatos en el desarrollo de un posible fármaco antiinflamatorio 
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